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Biofortuna SSPGo HLA Wipe Test se pouzivd k monitorovani laboratornich prostor a vybaveni na kontaminaci PCR
amplikony, k niz mGze dojit pti pouzivani produkt( Biofortuna SSPGo.

PCR je citliva technika, ktera je nachylna ke kontaminaci DNA amplikonem z pfedchozi PCR. Kontaminace muzZe vést
k falesné pozitivni amplifikaci v nasledujicich PCR, a tudiZ k nespravné genotypizaci. PCR amplikon miuze
kontaminovat reagencie a vzorky, ale i laboratorni vybaveni, napfiklad pipety. Znamky kontaminace reagencii
a vybaveni je nutné pravidelné monitorovat.

Kazdy SSPGo HLA Wipe Test se sklada z prouzku s osmi PCR jamkami obsahujicimi lyofilizovany PCR pufr, polymerazu
a primery specifické pro HLA-DRA gen a vysledkem reakce je amplikon o velikosti 187 pb z lidské genomové DNA.
VSechny soupravy Biofortuna pouzivaji jako interni kontrolu DRA amplikon, a proto pfi jakékoli kontaminaci
zpUsobené pouZitim souprav Biofortuna SSPGo dojde k amplifikaci DRA genu, ktery bude detekovan primery wipe
testu.

Kazdym prouzkem s osmi jamkami Ize provést wipe test na kontaminaci maximalné tfi zén. Kazdy prouzek obsahuje
pozitivni a negativni kontrolni reakci a inhibi¢ni kontrolni reakci pro kazdou zénu wipe testu. Pfi testovani na
kontaminaci se dané misto nejprve otfe vatovou tycinkou, ktera se pak namoci do vody. Tato voda se pouZije jako
templat wipe testu a jako 50:50 smés s genomovou DNA jako inhibi¢ni test PCR.

Test na kontaminaci se doporucuje provadét pravidelné. Mezi obvykle testované zény patfi oblast pro pripravu DNA
(pre-PCR), oblast pro provddéni PCR a oblast po amplifikaci (post-PCR). Mezi obvykle testované vybaveni patfi
pracovni plochy, pipety, centrifugy, Uchytky chladnicky a mraznicky, kliky na dvefich a stojanky. Mezi obvykle
testované roztoky patti pufry pro pFipravu DNA a roztoky na fedéni DNA. Reagencie pouZivané k rlznym acellm,
jako jsou PCR pufry a Tag polymeraza, jsou obzvlast nachylné ke kontaminaci, ale neovliviiuji soupravy Biofortuna,
nebot produkty Biofortuna jsou dodavany jako celek a vyZaduji pouze pFidani DNA.

e 12 prouzkll po 8 PCR jamkach. Kazda jamka obsahuje 10 ul pfedem nadavkovanych lyofilizovanych primerd,
polymerazu, dNTP* a pufr. Kazdy prouzek zabaleny ve félii je uréen k testovani tfi zdn na kontaminaci.
Rozvrzeni prouzku na 8 reakci je uvedeno nize.

Reakce Barvivo | Pouziti
1 Pozitivni kontrola: DNA
2 Fialové | Negativni kontrola: voda pouzita k namoceni vatové tycinky
3 Modré | Zéna 1 inhibi¢ni test: 50 % DNA, 50 % voda z wipe testu
4 Fialové | Zona 1 wipe test
5 Modré | Zéna 2 inhibi¢ni test: 50 % DNA, 50 % voda z wipe testu
6 Fialové | Zona 2 wipe test
7 Modré | Zéna 3 inhibicni test: 50 % DNA, 50 % voda z wipe testu
8 Fialové | Z6na 3 wipe test

e 36 sterilnich vatovych tycinek

e 12 x8PCR uzavéra

e 1xndvod k pouziti

e 1x3arzovy certifikat vydany vyrobcem (COA - Certificate of Analysis)

e Bezpecnostni list (MSDS) lze ziskat na webové strance spolecnosti Biofortuna www.biofortuna.com. Pokud
nemate moznost tento dokument stahnout z webové stranky, kontaktujte prosim lokalniho distributora.

*CleanAmp™ dNTP podléhaji licenci spolec¢nosti Trilink Biotechnologies Inc se svolenim k poufZiti v produktech
Biofortuna SSPGo.
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o Vhodné pipety a sterilni Spi¢ky, napf. pipeta P10 s 10ul filtracnimi Spickami.

e Lidskd genomova DNA v koncentraci 5—10 ng/ul, ktera se pouzije jako pozitivni kontrola.

e Souprava / vybaveni pro izolaci DNA.

e UV spektrofotometr.

2ml polypropylenové zkumavky.

Sterilni voda pro molekuldrné-biologické aplikace.

e 96jamkovy termocykler s vyhfivanym vikem. Desticky a zkumavky PCR pouzité v soupravach spolecnosti
Biofortuna byly validovany pro poufZiti s vétSinou termocykler(i na trhu, véetné termocykleri MJ Research
PTC-100, PTC-200, Hybaid MBS a Techne TC-512. Jiné modely mohou vyZadovat dalsi validaci uzivatelem.

e Reagencie pro gelovou elektroforézu (agardza, 0,5x TBE pufr, 1 000pb DNA marker molekulové hmotnosti,
roztok ethidiumbromidu 10 mg/ml).

e \Vybaveni pro gelovou elektroforézu (gelovd aparatura, sitovy zdroj, gelovy dokumentacni systém
s UV transluminatorem).

e Test mlZe provadét pouze nalezité vyskoleny pracovnik.

e Se vsemi reagenciemi zachazejte v souladu se zasadami Spravné laboratorni praxe.

e Oblasti k provadéni postupu pred a po PCR musi byt stdle oddélené. Materidl pouzivany po PCR nevnasejte zpét
do oblasti pro postup pfed PCR.

e Varovani tykajici se biologického rizika: Se vSemi krevnimi derivaty zachazejte jako s potencialné infekénimi.

e Varovani tykajici se biologického rizika: Ethidiumbromid je potencidlni karcinogen. Pfi jeho poufZiti vidy
pouzivejte ochranné rukavice, laboratorni plast a ochranné bryle.

e Varovani tykajici se biologického rizika: Pfi pouzivani zdrojli UV zafeni postupujte opatrné - vidy pouZivejte
ochranné rukavice, laboratorni plast a ochranné bryle. Nikdy se nedivejte pfimo do zdroje UV zéfeni.

o Bezpeclnostni listy jsou k dispozici na webové strance www.biofortuna.com.

Soupravy Biofortuna SSPGo skladujte pfi teploté 4-30 °C. Jakmile jsou PCR jamky vyjmuty z félie, reagencie
rehydratujte pomoci vzorku do 3 hodin. Datum expirace je uvedeno na obalu. Po uvedeném datu produkt
nepouzivejte.

Soupravy, jejichZ obal je poSkozeny, nepouzivejte.

Zajistéte, aby byly PCR jamky po nadavkovani DNA dikladné utésnény, nebot béhem PCR amplifikace by mohlo dojit
k odparovani. Zvlastni pozornost vénujte okrajim a rohim.
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Poznamka:

Castym zdrojem kontaminace jsou PCR pipety. Doporucuje se $picku pipety otfit, pokud mozno uvniti nadoby. Dale
se doporucuje pti veskerych testech na kontaminaci pouZivat pipetu, ktera byla testovdna a shledana negativni.
Zjistite-li kontaminaci, odstrante ji podle pokynl pro odstranéni kontaminace platnych pro vasi laborator a zény
otestujte znovu.

1. Na misté, kde se nepracuje s DNA, oznacte Stitkem sterilni 2ml polypropylenovou zkumavku bez obsahu DNaz
pro kazdou zénu uréenou k wipe testovani. Jednu zkumavku oznacte jako negativni kontrolu.

2. Pomoci pipety, u niz mate jistotu, Zze nebyla kontaminovana, pridejte do kazdé 2ml zkumavky po 500 pl sterilni

destilované vody pro molekularné-biologické aplikace.

V kazdé zkumavce pro wipe test namocte sterilni vatovou tycinku s plastovou Spejli doddvanou v soupravé.

Navlhéenou vatovou tycinkou otfete zénu urcenou k testovani.

Odlomte nebo odstfihnéte plastovou $pejli a vatovou tycinku vloZte do plvodni 2ml zkumavky s vodou.

Kratce promichejte na vortexu.

Sterilni pinzetou vyjméte vatovou tycinku a zlikvidujte ji.

Odstredujte po dobu 1 minuty pti 10 000 az 13 000 rpm na mikrocentrifuze, aby se odstranily pevné ¢astice.

Oteviete fdlii, v niZ je test zabalen. VSechny testy je nutné rehydratovat pomoci celkem 10 pl kapaliny

(viz Obrazek 1).

10. Negativni kontrola: Pfidejte 10 pl sterilni vody pro molekuldrné-biologické aplikace do negativni kontroly
v reakci 2 (fialova).

11. Pridejte 5 pl sterilni vody do reakci 1, 4, 6, 8.

12. Pozitivni kontrola: Pfidejte 5 pl lidské genomové DNA o koncentraci 10 ng/ul do reakce 1 (Cervena reakce)
a reakci 3,5 a 7 (modré).

13. Reakce wipe testu: Pridejte 5 pl odstfedéné kapaliny (vody z wipe testu) z wipe zény 1 do reakci 3 a 4, z wipe
zony 2 do reakci 5 a 6 a z wipe zény 3 do reakci 7 a 8.

14. VSechny reakce maji po rehydrataci objem 10 pl (viz Obrazek 1). Prikryjte reakce dodanymi uzavéry a prejdéte
k obvyklym parametrdm provedeni SSPGo PCR podle nize uvedenych pokyna.

LN AW

Obrazek 1

! Reakce 7 ! Reakce 8
MODRA FIALOVA
Z6na 3 Z6na 3

5 pl voda 5 pl voda
z wipe testu z wipe testu

! Reakce 6
FIALOVA
Z6na 2
5 ul voda
z wipe testu

Reakce 2 Reakce 3 Reakce 4 Reakce 5
FIALOVA MODRA FIALOVA MODRA
10 l sterilni Zéna 1 Z6na 1 Zéna 2
voda 5 ul voda 5 pl voda 5 ul voda
z wipe testu z wipe testu z wipe testu

Reakce 1
CERVENA
5 ul sterilni
voda
5 ul DNA

5 ul DNA 5 pl sterilni 5 ul DNA
voda

5 pl sterilni
voda

5 ul DNA 5 ul sterilni

voda

| |
Kontrolni testy Wipe testy - 3 oblasti

POZNAMKA TYKAJICI SE RESUSPENZE: Zajistéte, aby smési pro PCR reakci byly resuspendovany pomoci vzorkd do
3 hodin od vyjmuti panelu z fdlie.

POZNAMKA TYKAJICI SE VYSKY PROFILU DESTICEK / PROUZKU PCR: Doporucuje se, aby vyska profilu desticek
a prouzk(l byla shodna, pokud jsou vloZeny ve stejném pfristroji pro PCR reakci. Rozdil vysky profill mlize mit za
nasledek nedostatecny kontakt s vyhfivanym vikem pfistroje pro PCR reakci. MlzZe tak dojit k nedostatecné
amplifikaci PCR nebo k jejimu selhani.
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Parametry PCR

PouZivejte nasledujici parametry PCR reakce. Ujistéte se, Ze rychlost ndbéhu je nejméné 1 °C za sekundu, a zapnéte
vyhfev vika. Kompletni navod k pouZiti je uveden v uZivatelské pfiru¢ce od vyrobce termocykleru. Termocyklery
kalibrujte podle akreditacnich pravidel vydanych organizaci American Society of Histocompatibility and
Immunogenetic (ASHI) nebo European Federation of Immunogenetics (EFI).

Denaturace pfi teploté 94 °C po dobu 5 minut

o v g o S
Denaturace pfi teploté 96 °C po dobu 15 sekund
Anelace pfi teploté 66 °C po dobu 50 sekund 10 cykll
Extenze pfi teploté 72 °C po dobu 30 sekund |

o Y ap o -
Denaturace pfi teploté 96 °C po dobu 15 sekund
Anelace pfi teploté 64 °C po dobu 50 sekund 20 cykll
Extenze pfi teploté 72 °C po dobu 30 sekund

UDRZUJTE PRI TEPLOTE 15 °C

Gelova elektroforéza

Tyto pokyny jsou platné pro horizontdlni elektroforézu na agardézovém gelu: Pripravte 2% agardzovy gel v 0,5x TBE
pufru. Jakmile je gel zchlazen pfiblizné na 60 °C, pfidejte ethidiumbromid, aby jeho konecna koncentrace byla
0,5 pg/ml. Nalijte gel a vlozte hfebeny pro vytvoreni mikrotitraénich jamek (napf¥. 12 x 8 jamek s 9mm mezerami). Po
ztuhnuti vyjméte hifebeny a ponorte gel do roztoku 0,5x TBE pufru. Pfeneste minimalné 5 pl a maximalné 10 pl
z kazdé reakce na panelu nebo prouzku do ptislusné jamky v gelu a poznamenejte si pozici kazdé reakce. Pro urceni
velikosti mGzZe byt uZite¢ny 100pb ladder (velikostni marker). Gelovou elektroforézu provadéjte po dobu 20 minut
rychlosti 10 V/cm.

Podrobnosti tykajici se specifického vybaveni jsou uvedeny v navodu k pouziti od vyrobce elektroforetického
systému. Gel zobrazte pomoci UV dokumentacniho systému pro gel s UV transluminatorem.
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Vysledky pro testované zény jsou platné pouze tehdy, pokud je vysledek testovani pozitivni kontroly pozitivni
a vysledek testovani negativni kontroly je negativni.

Testy z6n jsou platné pouze tehdy, pokud je pfislusny inhibi¢ni kontrolni test pozitivni.

Doslo-li ke kontaminaci PCR nebo kontaminaci DNA, mél by byt zjistén amplikon o velikosti 187 pb. Znamkou
kontaminace PCR mohou byt také Smouhy nebo pruhy riznych velikosti, ale dimery primer( a dalsi nasobky primert
mensi nez 100 pb jsou artefakty a méli byste je ignhorovat.

Reakce | Barvivo | Pouziti Vysledek Zavér Postup
Pozitivni na Platny test. Vhodna DNA. Spravny
1 Pozitivni | 187pb amplikon | priibéh PCR
kontrola | Bez amplifikace Neplatny test Zopakujte cely test s jinou DNA
kontrolou
Negativni Pozitivni na Neplatny test. Kontaminovana voda | Otestujte za pouziti jiné vody
2 Fialové kontrola 187pb amplikon | a/nebo pipeta a pipety
Bez amplifikace | Platny test. Nekontaminovana voda
Pozitivni na Platny wipe test. Nejsou pfitomny
35,7 Modré Inhibi¢ni | 187pb amPIikon inhibitory : _ _ _
test Bez amplifikace Neplatny wipe test. Jsou pfitomny Vycistéte oblast sterilni vodou
potencialni inhibitory a zopakujte test
Pozitivni na Je pritomna kontaminace Izolujte a vycCistéte pouzitou
187pb amplikon pipetu. Vycistéte kontaminovanou
. . . oblast roztokem uréenym
468 N Vipe test k odstranéni DNA. Zopakujte test.
Bez amplifikace Negativni wipe test. Bez
kontaminace

Testovani metodou: PCR amplikon ze soupravy Biofortuna se susil na pevném povrchu. Wipe test byl proveden za

pouZiti nefedéného amplikonu a poté amplikonu ziedéného v rozmezi 1x10' a7 1x10™. Amplikon byl detekovan
v fedénich az do 1x10%, vietné.

Genomova DNA se susSila na pevném povrchu. Wipe test byl proveden za pouziti genomové DNA o koncentraci
100 ng/pl a poté za poutziti fedéni v rozmezi 1x10" a7 1x10". DNA byla detekovana v fedénich a7 do 1x10°.

1) Bunce M et al Tissue Antigens. 1995 Nov;46(5):355-67.
2) Saiki RK et al. Nature. 1986 Nov 13-19;324(6093):163-6.
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Zaznamovy list pro vzorky Pred pouzitim se doporucuje tento zaznamovy list pro vzorky okopirovat, nebot souprava
pro wipe test obsahuje testy pro 36 zén (3 zény na kazdy prouzek s osmi jamkami, 12 prouzka v kazdé soupravé).

Datum testu:

Test provedl:

Schvalil:

Dalsi informace:

Cislo sarze soupravy:

Reakce Barvivo | Pouziti (viz pokyny) Vysledek testu Postup Informace o vzorku
1 Pozitivni kontrola: DNA
2 Fialové Negativni kontrola: voda
3 Modré Zéna 1 inhibi¢ni test
4 Fialové | Zdéna 1 wipe test
5 Modré [ Zéna 2 inhibi¢ni test
6 Fialové | Zdéna 2 wipe test
7 Modré Zéna 3 inhibi¢ni test
8 Fialové | Zdéna 3 wipe test
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Pocet testl

Viz ndvod k pouZiti

Misto vyroby

Diagnostické prostredky in vitro
Datum expirace

Teplota skladovani

Cislo 3arze

Katalogové Cislo

Biofortuna Ltd

1 Hawkshead Road

Croft Business Park
Bromborough, CH62 3RJ, UK
T:+44 (0) 151 334 0182

E: info@biofortuna.com

W: www.biofortuna.com

BIOFORTUNA"

SIMPLY DIAGNOSTICS

Frangaise :
Deutsch:
Espafiol:
Italiano:
Cesky:
Dansk:
EAANVIKA:
Magyar:
Norsk:
Polski:
Portugués:
Pyccknit:
Slovensky:
Turkge:
Svenska:

Traductions disponibles
Ubersetzungen verfiigbar
Traducciones disponibles
Traduzioni disponibili
Preklady k dispozici
Tilgengelige oversaettelser
AlaBEoipeg peTadpAoeLg
Forditas rendelkezésre all
Tilgjengelige oversettelser
Ttumaczenia dostepne
Tradugdes disponiveis
MepeBoAbl AOCTYMHbI
Preklady k dispozicii
Ceviriler mevcut
Oversittningar tillgingliga

www.biofortuna.com

Historie revizi

Jedna se o revizi €. 2 tohoto dokumentu.
Byly opraveny pokyny v sekci 8 a Cislovani sekci.
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